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Abstract of FR 2694767 (A1) 

A monoclonal antibody (MA6) directed against interleukin-6 receptor ( IL-6R) recognises an epitope 
which is the same as that recognised by one of the IgGI monoclonal antibodies B-F19, B-R6 or B-N12 
produced by hybridomas CNCM 1-1256, 1255 and 1257 respectively. Also claimed are the hybridomas 
1-1256, 1255 and 1257, and a diagnostic reagent contg. the above Ab. Pref., these contain 0.5-5 (esp. 
1) mg MAb/ml, MAb are pref. formulated with other MAbs to produce polymeric complexes between 
soluble IL-6R and the antibodies. Such complexes are eliminated move quickly than those formed from 
a single antibody. USE - MAb inhibit or suppress growth of IL-6 dependent cells so can be used to treat 
or prevent IL-6 associated diseases, specifically multiple myeloma; myeloid leukaemia; Castleman 
disease; systemic lupus erythematosus; kidney cancer and inflammatory arthropathy MAb can be 
coupled to a toxin, radioactive cpd. or other therapeutic agent. The MAb can also be used to detect or 
quantify (e.g. by ELISA) IL-6R, including its soluble forms and epitopes. 
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Anticorps monoclonaux anti-IL6R, et leurs applications. 

(5^ L'lnvention est relative d des anticorps monodonaux 
oiT^^s centre Ie rScepteur IL-6R de rinterleukine-6 hu- 
maine, et d leur utilisation pour Tobtention de m^icaments 
et de r^actifs de diagnostic. Linvention englobe ^element 
les lign^es d'hybridomes produisant lesdits anticorps. 
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ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-IIiGR, ET LEURS 
APPLICATIONS , 

L' Invention est relative a de nouveaux 
anticorps monoclonaux qui reconnaissent le r^cepteur de 
5 1 " interleukine-6 hxomaine (IL-6R) et qui peuvent inhiber 
1 ' interaction de I'IL-6 avec l'IL-6R» 

L' Invention est en outre relative a 
1' utilisation desdits anticoirps inonoclonaux pour le 
diagnostic et pour I'obtention de medicaments. 

10 L • inter leukine- Sir qui a egalement ete appelee 

initialement facteur 2 de stimulation de cellules B 
humaines [KAWANO et al,, Nature, 332, 83-85, (1988)], ou 
bien facteur de croissance des hybridomes [BAZIN et 
LEMIEXJX, J, Immtinology, 139, 78-87, (1987)], fait partie 

15 des mediateurs de I'immunite cellulaire. 

L'lL-6 est connue pour avoir, un large spectre 
de fonctions biologiques. Les effets de l'IL-6 sur les 
cellules T [GORMAN et al,, PNAS, 84, 7629-7633, (1987)], 
les plasmacytomes [VAN DAMME et al., J. Exp. Med, 165, 

20 914-919, (1987)], les liepatocytes [ANDUS et al,, FEES 
Lett. 221, 18-22, (1987)] et les fibroblastes [KOHASE et 
al.. Cell, 45, 659-566, (1986)], sont decrits dans la 
litterature, ainsi qu'un grand nombre d'exemples du role 
ptiysiopatliologique de l'IL-6, dont une revue a recemment 

25 ete publiee par HIRANO [International J. Cell Cloning, 9, 
166-184, (1991); et Clin, Immun, Immunopath . , 62, n* 1, 
S60-S65, (1992)] . 

Le recepteur de l'IL-6 present sur les mem- 
branes cellulaires, qui fixe specif iquement l'lL-6 (gp80) 

30 a ete decrit par TAGA et al. [J. Exp. Med., 166, 967-981, 
(1987)]. Une fois que l*IL-6 est fixee au recepteur 
IL-6R, la gp80 s'associe avec -one molecule denommee 
gpl30, qui ne fixe pas elle-m§me 1 ' interleukine-6, mais 
qui transmet un signal [TAGA et al.. Cell, 58, 573-581, 

35 (1989)]. Le recepteur IL-6R sous forme soluble lie a 
l'lL-6 est egalement capable d'induire un signal transmis 
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par la gpl30 membranaire . En consequence, il apparait que 
1^IL-6R joue un rSle important dans la physiopathologie 
de l'IL-6, et que ses antagonistes ont un r61e important 
a jouer dans le traitement de differentes maladies dans 
lesquelles l'IL-6 intervient. 

En outre, dans un but de diagnostic, il est 
souhaitable de disposer de r^actifs de diagnostic peimet- 
tant de mesurer la concentration du recepteur IL-6R sous 
forme soluble. 

La presents Invention s ' est fixe pour but la 
preparation d'anticorps monoclonaux reconnaissant le 
recepteur IL-6R,. et capables d'inhiber ou de supprimer la 
croissance des cellules IL-6 dependantes, et/ou d'§tre 
utilises en tant que reactifs de diagnostic • 

Get objectif a ete atteint par les Inventeurs 
par 1' isolation de nouvelles lignees cellulaires 
d*hybridomes produisant des anticorps monoclonaux anti- 
IL-6R. 

La presente Invention a pour objet des anti- 
corps monoclonaux diriges contre le recepteur IL-SR, 
lesquels anticorps sont caracterises en ce qu'ils recon- 
naissent un epitope choisi dans le groupe constitue par: 

- 1 ' Epitope reconnu par 1 ' anticorps monoclonal 
d'isotype IgGl d6nomme B-FIQ, produit par la lignee 
d'hybridome d6pos6e le 12 aout 1992 aupres de la C.N. CM. 
(COLLECTION NATIONALS DE CULTURES DE MICROORGANISMES, 
tenue par I'INSTITUT PASTEUR, 28, rue du Docteur Roux, 
75724 PARIS CEDEX 15 (FRANCE) , sous le numero de D6p6t I- 
1255 ; 

- 1' epitope reconnu par 1 'anticorps monoclonal 
d'isotype IgGl denomme B-R6, produit par la lignee 
d'hybridome d^posee le 12 aoQt 1992 aupres de la 
C.N. CM., sous le niomero de Depot 1-1255 ; 

- 1' epitope reconnu par 1' anticorps monoclonal 
d'isotype IgGl denomme B-N12, produit par la lignee 
d'hybridome depos^e le 12 aout 1992 aupres de la 
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C.N. CM., sous le niimero de Depot 1-1257. 

L* invention englobe en particulier des 
variants de comrttutation de classe des anticorps BF-19 B- 
R6 et B-N12, tels que par exemple des variants apparte- 
5 nant aux isotypes IgG3/ IgGl, IgG2b, IgG2a et autres 
sous -classes d ■ immunoglobulines ; de tels variants peu- 
vent §tre obtenus, par exemple, par le proced6 d^crit par 
COCO MARTIN et al. [J. Imrmmo 1. Met hods . 145 ^ p. 1118, 
(1991) I • 

10 Les anticorps monoclonaux BF-19, B-R6 et B-N12 

reconnaissent trois epitopes differents de l'IL-6R, et 
possedent en outre les caract^ristiques suivantes : 

- 1' anticorps monoclonal B-F19 entre en compe- 
tition avec l'lL-6 pour la liaison de 1'IL-6R sur des 

15 lignees de cellules humaines, et inhibe la proliferation 
de lignees cellulaires IL~6 d^pendantes. En outre, les 
Inventeurs ont montrd que cet anticorps reconnalt des 
monocytes et des granulocytes . 

- 1' anticorps monoclonal B-R6 ne rentre en 
20 coir^^tition que partiellement avec l*IL-6 pour le r^cep- 

te\ir IL-6R, mais inhibe cependant la proliferation de 
lign6es cellulaires h\amaines IL-6 d^pendantes. II est k 
cet egard 100 fois plus efficace que 1' anticorps 
monoclonal B-F19. 

25 - L' anticorps monoclonal B~N12 ne rentre pas 

en con^etition avec l'IL-6 au niveau du recepteur IL-6R, 
et en outre, n* inhibe pas la proliferation de lignees 
cellulaires humaines IL-6 dSpendantes. 

Les anticorps monoclonaux conformes k 

30 1* Invention peuvent §tre utilises pour le traitement de 
maladies dans lesquelles l'IL-6 est impliqu^e, telles que 
par exemple, le my-eiome multiple, la leucemie myeiolde, 
la maladie de Castleman, le lupus eryth^mateux 
systemique, les carcinomes r&iaux, les arthropathies 

35 inf lammatoires , etc... 

Les anticorps monoclonaux confonues a 
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1* Invention peuvent Stre employes purs, ou bien couples a 
des toxines, ou a des substances radioactives ou k tout 
autre agent therapeutigue. lis peuvent 6gal<^ent §tre 
encapsules dans des liposomes, 
5 Des preparations pharmaceutigues coinprenant 

des anticorps monoclonaux B-F19, B-R6 et/ou B-N12 peuvent 
se presenter sous forme liquide ou sous forme 
lyophilisee. On pent utiliser pour stabiliser ces prepa- 
rations pharmaceutigues, des prot^ines, des sucres, des 
10 sucres-alcools, des acides amines ; pour les tamponner, 
des sels' inorganigues , de pr6f6rence du phosphate de 
sodium dans un serum physiologigue (PBS, pH 7,4) ; on 
peut ^galement utiliser diff6rents agents pour augmenter 
leur viscosite. 

15 Les anticorps cOnformes a 1* Invention sont 

utilises a des concentrations comprises entre 0,5 et 
5 mg/ml, de preference 1 mg/ml lorsgu'ils sont utilises 
dans un but therapeutigue- De maniere generale, les pre- 
parations therapeutigues contenant les anticorps 

20 conformes a 1" Invention sont administres de fa<?on syste- 
migue, guoigue 1' administration locale ne soit pas 
exclue . 

Les anticorps monoclonaLix conformes k 
1' Invention peuvent §tre non seulement utilises en th6ra- 
25 peutigue, mais aussi dins un but prophylactigue. 

Les anticorps conformes a 1* Invention peuvent 
etre administres isolement ; pref erentiellement, ils 
seront administres ensemble, ou combines a d'autres 
anticorps monoclonaux afin de creer des complexes polyme- 
30 rigues entre les differents anticorps monoclonaux et le 
r^cepteur IL-6R soluble. Ces coite>lexes sont ensuite plus 
rapidement elimines gu'iin complexe monom^rigue coitprenant 
xin seul anticorps monoclonal et le recepteur de l'IL-6. 

Les anticorps monoclonaux B-F19, B-R6 et B-N12 
35 peuvent 6galement Stre utilises corame reactifs de 
diagnostic pour identifier 1*IL-6R, ou un Epitope de 
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celui-ci, sur la surface des cellules ou dans des 
liquides biologiques. Pour de telles utilisations, les 
anticorps monoclonaux . peuvent §tre couples k des 
marqueurs, f luorescents, biotinyles, radioactifs ou 
5 autres, II est 6galement possible d'utiliser les 
anticorps monoclonaux conformes 1' Invention dans des 
tests ELISA ou RIA afin de doser le r^cepteur IL-6R dans 
des liquides biologiques, Les anticorps monoclonaux 
conformes a 1 • invention peuvent egalement §tre utilises 

10 pour identifier et purifier le recepteur IL-6R, ou des 
epitopes dudit recepteur, a partir de preparations de ma- 
cromolecules susceptibles de contenir ledit recepteur ou 
ses epitopes^ tels que par exemple, des lysats et frac- 
tions cellulairesr des preparations peptidiques ou oligo- 

15 saccharidiques resultant par exemple de la digestion 
enzyraatique d'une fraction cellulaire, ou bien obtenues 
par synthese chimique. 

Les anticorps monoclonaxix conformes a 
1* Invention permettent egalement la production 

20 d* anticorps chimeriques dont le domaine constant est 
d'origine humaine (immunoglobuline hizmaine) , et la partie 
variable ou de preference la partie hypervariable est 
d'origine murine (immunoglobuline murine) . Pour le 
traitement des maladies dans lequel intervient 1*IL~6, 

25 ces anticorps chimeriques peuvent §tre utilises ou bien 
purs, ou bien couples a des toxines, des substances 
radioactives , d * autres substances m^dicamenteuses , ou 
bien encapsules dans des liposomes. 

La presente Invention sera mieux coir^rise k 

30 l*aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation et d' utilisation des 
anticorps monoclonaux conformes k 1 'Invent ion- 

II va de soi, toutefois que ces exemples ne 
sont donnas qu'd titre d* illustration de I'objet de 

35 1' Invention, dont ils ne sauraient constituer en aucune 
manidre une limitation. 
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I . PREPARAO^ION PES ANTICORPS MONOCLONftDX 
Exemple 1 - Iipmunisation, fusion, clonaae et r^colte des 
anticorps monoclonau x B-F19> B-R6 et B-N12 

XJn protocole d' immunisation derive de celui 
5 decrit par MATTHEW et SANDROCK [J. Immimol. Methods, 100, 
73-82, (1987) ] • 

Des souris femelles Balb/c ont et6 rendues 
tolerantes a I'egard de la lign6e cellulaire utilisee 
pour la transfection avec l'IL-6R, de la fagon suivante : 

10 les souris ont subi une injection intraperitoneale de 
10 X 10^ cellules CHO [T.T.PUCK, J. Exp. Med. 108, 945, 
(1958)], laguelle injection a ete suivie 10 minutes, 24 
heures et 48 heures plus tard par une nouvelle injection 
intraperitoneale de 1 mg de cyclophospiiamide en solution 

15 dans un tampon salin. Ce protocole a et:e repete a deux 
semaines d'intervalle 4 fois. Deux semaines apres le 
dernier traitement, les souris ont subi une injection 
intraperitoneale de 10 x 10^ cellules 46-20-5 (cellules 
CHO transfect6es avec 1*IL-6R). Ce protocole a ete r6p6t6 

20 trois fois^ a intervalle de deux semaines, apres quoi la 
quatrieme injection a ete faite par voie intraveineuse, 
et les splenocytes ont ete extraits qr^atre jours plus 
tard et f usionnes . La fusion a ete effectuee de la fagon 
suivante : les splenocytes ont ete fusionnes avec des 

25 cellules murines de myelome denommees X63Ag8653 (le 
rapport splenocytes /cellules de unyelome est de 5:1), en 
presence de polyethylene glycol [KEARNEY et al,, J* of 
Immunol., 123, 1548, (1978)]. La lignee cellulaire 
X63Ag8653 est deposee a la COLLECTION EUROPEENNE DE 

30 CULTURES DE CELLULES ANIMALES (ECACC) , PHLS Centre of 
Applied Microbiology and Research, Porton Down, 
Salisbury, Wilshire, SP4 0J6, UK, sous le numero de dep6t 
ECACC 850 114 20, 

La suspension de cellules fusionnees a ete 

35 lavee une fois, et cultivee sur milieu selectif 
(RPMI 1540, 10% de serum de cheval inactive par la 
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chaleur, 4 mM de glutamine, 13,6 mg/l d'hypoxanthine, 
0,17 mg/l d'aminopterine, et 10 ^ig /ml d' insulins) . 

Dix jours apres la fusion, les surnageants des 
cultures dans lesguelles une croissance d'hybridomes a 
ete observes ont ete testes pour detecter la production 
d'anticorps monoclonaux anti-IL-eR- 

Dans ce but, 75 ill de surnageant de chaccue 
culture d'hybridomes ont ete test6 par cytom6trie de flux 
sur les lignees cellulaires CHO {IL-6R negative) et 
46-20-5 {IL-6R positive) . Les hybridomes produisant des 
anticoarps reconnaissant la lignee 46-20-5 ont 6te retenus 
et ont ete clones quatre fois, en utilisant la m^thode de 
la dilution limite (density d ' ensemencement 0,2 cellules 
par puits de culture) • Les trois anticorps monoclonaiox 
selectionnes ont ete testes sur differentes lignees 
cellulaires humaines, et ne reagissent qu^avec les 
lignees U266 [NILSSON et al., Clin, Exp •Immunol. 7 : 447. 
(1970)1, RPMI8226 [MOORE et al., Proc.Soc.Exp, Biol .Med. 
125, 1246-1250, (1967)], U937 [SUNDSTROM et NJLSSON, 
Int. J. Cancer. , 17, 567-577, (1976)], et KGl [KOEFFLER et 
GOLDE, Science, 200, 1153-1154, (1978)]^ lesquelles sont 
toutes connues pour posseder un recepteiir IL-6R. Des 
tests Elisa de type sandwich utilisant le recepteur IL-6R 
soliable et les differentes combinaisons possible de 
B-F19, B-R6 et B-N12 ont montre que ces trois anticorps 
monoclonaux reconnaissaient ef f ectivement ledit r§cepteur 
IL-6R. En outre, 1' anticorps monoclonal B-F19 marque 
egalement les monocytes et les granulocytes ; la preincu- 
bation avec du serum humain n*a auciine influence sur ce 
marquage, ce qui montre qu'il est independant du fragment 
FcR. 

Kypinplf^ — 2 - Production in vivo et purification deg 
anticorps monoclonaux B-P19> B-R6-et B-1112 

Les anticorps monoclonaux sont produits en 
grande quantite in vivo par injection intraperitoneale 
des cellules d'hybridome B-F19, B-R6 et B-N12 dans des 
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souris Balb/c, Une semaine avant 1' injection de cellules 
d ' hybr idome , les souris regoivent une injection intrape- 
ritoneale de 0,5 ml d* adjuvant de Freund incomplet, Le 
liquide d'aacite est r^cup^r^ 8 a 14 Jours apres 
5 1' injection des cellules. 

Les anticorps monoclonaux sont ensuite preci- 
pites a partir du liquide d'ascite par addition de 
sulfate d * ammonixam (45 %) , tait^onn^s a pH 7,7 par du Tris 
0,02 bM et fixes a une colonne de Sepharose Q. Les 
10 anticorps fixes a la colonne sont laves avec 1 % de 
Tween 20 dans 0,02 iriM de Tris, pH 7,7 et ensuite elues de 
la colonne par \ane solution 0,02 itM Tris, 0,35 M NaCl, pH 
7,7. 

II. - ACTIVITE BIOLOGIOUE DES ANTICORPS B-F19, 

15 B-R6 ET B-N12 

Exempli 3 - inhibttlQn de la proliferation, induite par 

l'll.-6. de la li<m6e cellulalre hiimaine II.-6 d6pendan1:e 

KQlr par X^g ^ticQjrps P-Fl9f B-Rg 

La lignee cellulaire huinaine X61 est une 

20 lignee de iciy^elome, dont la proliferation et les proprie- 
tes dependent de IL-5, et qui a ete decrite par KLEIN 
[BLOOD, 74, 749, (1989) ]• La lignee XGl est cultivee dans 
du milieu RPMI1640 en presence de 10 % de serum de veau 
foetal et de beta mercaptoethanol, en presence de 10 pg 

25 (=1 unite) d'IL-6 par puits de culture pendant trois 
jours. Des cultures sont effectuees en presence de diffe- 
rentes concentrations des anticorps B-F19 , B-R6 et B-N12 . 
Les cellules sont ensuite cultivees pendant 16 heures en 
presence de thymidine gui s'incoirpore dans I'ADN 

30 n6osyntli4tise, ce qui permet 1* evaluation de la 
croissance cellulaire, puis elles sont collectees, et la 
radioactivite est mesuree dans un coinpteur beta. Les 
mesures sont faites en parallele, sur des cellules 
cultivees en presence de differentes concentration des 

35 anticorps B-F19, B-R6 et B-N12, sur des cellules 
cultivees sans anticorps en presence d'IL-6, et sur des 
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cellules cultivees en 1' absence d'IL-6. La radioactivite 
moyenne mesuree sur les cellules XGl cultivees en 
1' absence d'IL-6 est de 6000 cpm. Les resultats obtenus 
en 1' absence d'anticorps et en presence de concentrations 
croissant es des anticorps B-F19, B~R6 et B-N12 sont 
indiques dans le tableau I ci-dessous : 

TABLEAU I 







B-F19 


B-R6 


B-N12 


10 


0 




44800 


43500 


48200 




1 


pg 


38300 


43300 


39200 




10 


pg 


39900 


41000 


42300 




100 


pg 


40500 


3 6400 


40700 




1 


ng 


38900 


26400 


40700 




10 


ng 


36200 


8700 


38700 




100 


ng 


25000 


2900 


42400 




1 


lig 


10600 


1900 


38900 




10 


\lg 


4800 


1200 


37900 



20 



25 



30 



35 



Ces resultats montrent clairement que la 
croissance cellulaire est plus faible dans le cas des 
cellules cultivees en presence des anticorps monoclonaux 
B-F19, et B-R6 que dans celui des cellules temoins culti- 
vees en presence d'IL-6 sans anticorps. Ces deux anti- 
corps inhibent done la croissance IL-6 dependante de la 
lignee cellulaire XGl. En revanche 1' anticorps B-N12 est 
sans effet sur la croissance de la lignee cellulaire XGl 
en presence d'IL-6. 

Bx^pl^ 4 - Etude de la CQmp^tition entre B-R6, 
B-N12 et IL-6 pour le r^cepfceur de l'II.-gR. 

Des cellules U266 sont pr6incub6es pendant 15 
minutes en presence de 100 ng d'IL-6, apres quoi 
1' anticorps monoclonal a tester est ajoute. Apres 
30 minutes d' incubation ,r les cellules sont laves 2 fois^ 
et incubees avec du serum de chevre anti-souris marque a 
la fluoresceine pendant 30 minutes^ lavees a nouveau et 
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analys6es par cytometrie de flux. 

Le Tableau II ci-dessous represente le pour- 
centage de cellules marquees par chacun des differents 
anticorps monoclonaux, utilises a des concentrations 
decroissantes. Les valeurs indiquees entre parentheses 
correspondent au pourcentage de cellules marquees par 
1' anticorps monoclonal a m§me concentration, sans prein- 
cubation en presence d'IL-6, 





B-F19 


B- 


R6 


B-N12 


1 




(73) 59 


(71) 


69 


(70) 73 


500 


ng 


(66) 64 


(74) 


71 


(68) 71 


200 


ng 


(76) 59 


(80) 


81 


(74) 84 


100 


ng 


(63) 40 


(73) 


69 


(71) 58 


40 


ng 


(76) 31 


(76) 


57 


(70) 76 


20 


ng 


(79) 10 


(79) 


68 


(60) 71 


10 


ng 




(63) 


63 


(59) 66 


5 


ng 




(42) 


47 


(33) 55 


2,5 


ng 




(28) 


29 


(15) 27 


1 


ng 




(10) 


8 


( 5) 8 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



On observe que la fixation des anticorps mono- 
clonaux B-R6 et B-N12 au rdcepteur IL-6R n'est pas 
inhib^e par la presence de IL-S. Ceci indique que B-R6 et 
B-N12 se fixent au r^cepteur IL-6R de manifere 
independante de l'IL-6- En revancdie, 1' anticorps B-F19 
rentre en competition avec IL-6 au niveau du recepteur 
IL-6R, et la fixation de 1' anticorps B-F19 au recepteur 
IL-6R est diminu^e a toutes les concentrations, par la 
presence d'IL-6. 

Dans une autre experience, les cellules U266 
sont incubees en presence de trois concentrations 
differentes des anticorps monoclonaux B-F19, B-R6 et 
B-N12, pendant 30 minutes, puis en presence de 15 ng 
d*IL-6 biotinylee pendant 30 minutes, apr^s quoi les 
cellules sont marquees avec de la strepavidine 
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phycoerythrine (PE) et comptees par cytometrie de flux* 

En presence d*IL-6 biotinylee et en 1' absence 
d'anticorps monoclonatix, 48 % des cellules U266 sont 
iciarqu^es par l'IL-6 ; ce pourcentage est reduit k 10% 
5 quand les cellules sont en outre incub^es en presence de 
25 ng d'IL-6 non marque ; a 7 % si la preinctibation a 
lieu en presence de 50 ng d'IL-6 non marquee et h 4% pour 
une preincubation en presence de 100 ng d'iL-6 non 
marquee . 

10 Le Tableau III ci-dessous indique le 

pourcentage de cellules marquees par l'IL-6 biotinylee en 
presence de quantites croissantes des anticorps monoclo- 
naux conformes a 1* Invention. 



TABLEAU TIT 



Concentra- 
tion mab 


B-F19 


B-R6 


B-N12 


50 ng 


5% 


13% 


55% 


100 ng 


8% 


21% 


55% 


500 ng 


3% 


15% 


57% 



20 La fixation de l"lL-6 est cornpl^tement bloqu^e 

h toutes les concentrations test^es, par 1' anticorps 
B-F19. En presence de I'anfcicoiTps B-N12 en revanche, 
aucune inhibition de la fixation de l'IL-6 n'est obser- 
vee, alors que 1' anticorps B-R6 provoque seulement une 

25 inhibition partielle, independante de la dose d' anticorps 
utilisee, 

Dans une autre serie d * experiences , les 
cellules U266 ont ete preincubees avec les anticorps 
B-F19, B-R6 k diffirentes concentrations pendant 15 
30 minutes r apr^s quoi les cellules ont 6t6 incubees avec 
100 ng d*IL-6 biotinylee. Apres lavage, les cellules ont 
6t6 marquees pour la cytometrie de flux par incxibation 
avec I'avidine PE. 

En 1' absence d" anticorps, le pourcentage de 
35 cellules marquees par 100 ng d'IL-6 biotinylee est de 
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55 %. Le pourcentage de cellules marquees, en presence de 
100 ng d'IL-6 biotinylee, et apres une preincubation avec 
les anticorps B-F19 ou B-R6 est indique dans le Tableau 
IV ci-dessous. 



TABLEAU IV 



Anticorps 


B-F19 


B-R6 


2,5 


ng 


52 


% 


51 % 


5 


ng 


45 


% 


41 % 


10 


ng. 


29 


% 


27 % 


20 


ng 


16 


% 


22 % 


40 


ng 


10 


% 


19 % 


80 


ng 


7 


% 


20 % 


150 


ng 


5 


% 


19 % 


300 


ng 


4 


% 


17 % 


600 


ng 


4 


% 


16 % 


1,25 


M-g 


3 


% 


16 % 


2,5 


^ig 


3 


% 


18 % 



Ces resultats montrent gu'il existe une compe- 



tition entre B'-F19 et IL-6 pour le recepteur avec 
une absence de liaison de l'IL-6 biotinylee en presence 
de concentrations de 1' anticorps sup6rieur;es h 80 ng 
alors que, dans le cas de 1 'anticorps B-R6, celui-ci 
n'est pas capable de bloquer compl^tement la liaison de 
l'IL~6 a son recepteur (33% de la liaison maximale) m§me 
a une concentration de 2,5 jxg. 

II ressort clairement de ces trois e3<pe~ 
riences, que en ce qui concerne la fixation au recepteur 
IL-6R, il n' existe qu'une interaction marginale entre 
IL-6 et 1* anticorps monoclonal B-R6, alors qu*au 
contraire 1' anticorps monoclonal B-F19 rentre en competi- 
tion avec l'IL-6 pour le recepteur IL-SR, et inhibe par 
ce m6canisme la proliferation IL-6 ddpendante de la 
lign^e cellulaire XGl. Pour ces raisons, on suppose que 
le mecanisme d' inhibition de B-R6 est different de celui 
de B-F19, et ce d'autant plus que 1" activity inhibitrice 
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de B-R6 est 100 fois sup^rieure k celle de B-F19. 

Ssc^pJ.^ 5 - gtuae 4e reconnaisaance d'^ nitona a«^J m l^p 

anfci.OOrPg monoolona ux B-P19, B-R6 et B-1T12 

Pour cette experience, les cellules U2 66 ont 
5 4te incubees pendant 30 minutes avec les anticorps 
biotinyl^s a une concentration de 250 ng par puits de 
culture et les anticorps non marques a des concentrations 
de 1 ^g, 500 ng, 250 ng, et 125 ng suivant diff^rentes 
ccaaibinaisons . Apres deux lavages, les cellules sont 
10 pr4parees pour des analyses de cytrcaadtrie de flux apr^s 
incubation avec de la strepavidine PE. 

Les r^sultats, exprim^s en pourcentage de 
cellules marquees, sont indiciums dans le Tableau V 
suivant . 
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TABLEAU V 



inAt) maircnie 












itiAb 












non marque 












aucun 




61 


42 


73 


B-F19 






3 


40 


85 




500 


ng 




41 


80 




250 


ng 




36 


90 




125 


ng 




48 


94 


B-R6 


1 


M-g 


57 


5 


91 




500 


ng 


38 




73 




250 


ng 


43 




87 




125 


ng 


68 




88 


B-N12 


1 


fig 


54 


39 


8 




500 


ng 


68 


37 






250 


ng 


60 


43 






125 


ng 


65 


38 





Ces r^sultats montrent qu'auciin des anticorps 



20 consideres n*entre en coiripetition avec un autre anticorps 
que lui-m§me, et done qu'ils reconnaissent des epitopes 
differents. 

Exemple 6 - Analyse de Scatchard de la liaison des anfci- 
corps monoclonaux B-R6 ET B-N12 avec IL-6R 

25 Pour chaque escperimentation, 40 [ig d' anticorps 

monoclonal est incube en presence d'iodure de sodium 
marque h I'iode 125 (0,5 mCi) dans 180 ml de tairpon PBS. 
Ensuite 10 jxg de chloramine T (0,4 mg/ml) sont ajout^s, 
et la reaction est stoppee au bout d'une minute par addi- 

30 tion de 10 ^Ll de bisulfite de sodium '0,5 |ig/ml) . Les 
anticorps monoclonaux marques de la scrte sont separes 
par chroma tographie sur une colonne de Sephadex G-25 de 
I'iode libre. 2,5 x 10^ cellules par puits, de la lignee 
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10 



15 



46-2 0-5, ou U266 sont incubees avec differentes concen- 
trations d'anticorps B-R6 ou marques a I'iode 125^ 
et d'un exces (500 fois) d'anticorps B-R6 et B-N12 non 
marques. incubation est effectuee pendant 120 minutes k 
4 "C dans un volume total de 1 ml de tampon PBS k 1% 
d'albumine. Apres trois lavages, la radioactivite est 
mesuree dans un compteur gamma, Les mesures effectues 
peirmettent le calcul des constantes specifiques de la 
reaction de liaison : 

- liaison maximal e r Bmax, 

- rapport ligand libre sur ligand lie : B/F, 

- constante de dissociation : Kd, 

- nombre de sites de fixation/ cellule : n. 

Ces constantes sont indiquees pour chaque 
anticorps et chaque lign^e cellulaire dans le Tableau VI 
ci -des sous : 







46-2P-5 


n2 66 


B-R6 


Bmax (cpm) 
B/F 

Bmax (M) 
Kd (M) 
n. 


29200 

0,0396 

23,9x10-12 

0,6 xlO-9 
9540 


31500 
0,032 

25,7x10-12 

0,8x10-9 

6160 


B-N12 


Bmax (cpm) 
B/F 

Bmax (M) 
Kd (M) 
n 


38000 

0,0282 

3 0,6x10-12 

1,08x10-5 
12200 


34000 
0,02 

27,3x10-12 

1,3 6x10-9 
6550 



20 



25 



30 



ExQmpl^ 7- Mesure de l'IIi-6R soluble nar BLISA sandwicH 

Le protocols operatoire est le suivant : 

- Incubation des plaques de microtitration 

avec 1' anticorps B-N12 (0,5 jig/puits dans 100 |Lil de 

tampon PBS) pendant une nuit a 4 'C. 

Saturation avec du tampon PBS k 5 % 
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d^albumine pendant 90 minutes a temperature de la piece. 

- Distribution dans les puits de la plague de 
itiicrotitration de quantites variables de surnageant de 
culture de la lignee cellulaire 46-20-5/ contenant le 

5 recepteur IL-6R sous forme soluble, et ajustement k 
100 |ll par du tair^jon PBS ; incubation pendant 2 heures a 
37 'C ; 

- Distribution d'anticorps B-R6 biotinyle dans 
les puits de la plaque de microtitration (0,5 |Xg dans 

10 100 |ll de tampon par puits, en presence de Tween 0,005%), 
incubation pendant 2 heures a temperature de la piece ; 

- Distribution dans les puits d'une solution 
de streptavidine marquee k la peroxydase, puis de son 
substrat (dihydrochlorure de 0-phenylene diamine) et 

15 mesure de la densite optique a 405 nm, 

Les resultats sont report 6s dans le Tableau 
VII suivant : 





SURNAGEANTS 46-20-5 


DO4O5 


20 


100 111 


1,537 




50 Hi 


1,247 




25 111 


1,073 




12 111 


0,819 




6 la 


0,558 


25 


3 111 


0,396 




Bruit de fond 


0,099 



Ces resultats montrent que mSme sur 3 |il de 

surnageant, la presence du recepteur IL-6R pent etre 
ais&aent detectee. 

30 
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REVENDICATIONS 

1) Anticorps monoclonal dirige contre le 
recepteur IL-6R, caracterise en ce qu ' il reconnalt un 
epitope choisi dans le groupe constitu^ par: 

5 - 1' epitope reconnu par 1' anticorps monoclonal 

d'isotype igGl denomme B-F19, produit par la lignee 
d'hybridome deposee le 12 aoilt 1992 aupres de la 
CM. CM., sous le nimero de D^p6t 11256 ; 

- 1' Epitope reconnu par 1* anticorps monoclonal 
10 d'isotype IgGl denomme B-R6, produit par la lign6e 

d'hybridome deposee le 12 aout 1992 aupres de la 
C.N. CM., sous le numero de Depot I~1255 ; 

- 1' epitope reconnu par 1' anticorps monoclonal 
d'isotype IgGl denomme B-N12, produit par la lignee 

15 d'hybridome deposee le 12 aout 1992 aupres de la 
CN^CM,, sous le numero de D€p6t 1-1257. 

2) Utilisation d'un anticorps selon la reven- 
dication 1, pour l*obtention de medicaments. 

3) Utilisation selon la revendication 2, 
20 caracterisee en ce que lesdits medicaments sont destines 

au traitement ou a la prophylaxie de maladies impliquant 
l'IL-6. 

4) Utilisation selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que lesdits medicaments sont destines 

25 au traitement ou a la prophylaxie du myelome multiple, de 
la leucemie myeloide, de la maladie de Castleman, du 
lupus erythemateux systemique, des carcinomes renaux, et 
des arthropathies inf lammatoires , et des autres maladies 
IL-6 dependant es. 

30 5) Compositions pharmaceutiques, caracterisees 

en ce qu'elles comprennent, en tant que principe actif, 
au moins un anticorps selon la revendication 1. 

6) Coitpositions pharmaceutiques selon la 
revendication 5, caracterisees en ce que ledit anticorps 

35 est present & tone concentration comprise entre 0,5 et 
5 mg/ml, de preference 1 mg/ml. 
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7) Utilisation d'un anticorps selon la reven- 
dication 1^ pour la detection du r^cepteur IL-SR^ ou d*un 
epitope de celui-ci. 

8) Utilisation d*un anticorps selon la reven- 
5 dication 1, poizr le dosage du recepteur IL-6R soluble. 

9) Reactifs de diagnostic, caracteris^s en ce 
qu' ils coinprennent au moins un anticorps selon la reven- 
dication 1. 

10) Hybridome, caracterise en ce gu'il appar- 
10 tienc a I'une des lignees suivantes: 

- lignee productrice de 1' anticorps B--F19, 
deposee le 12 aout 1992 aupres de la C.N.C.M.^ sous le 
numero de Depot 11256 ; 

lignee productrice de 1* anticorps B-R6, 
15 deposee le 12 aout 1992 aupres de la C.N. CM., sous le 
numero de D6p6t 1-1255. 

- lignee productrice de 1' anticorps B-N12, 
deposee le 12 aout 1992 aupres de la C.N. CM., sous le 
numero de Depot 1-1257. 



20 
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